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(57) Abstract 

Hie invention concerns the use of a nucleotide 
sequence coding for an endo-l,4-/?-LVglucanase to 
inhibit cell growth in a plant Said nucleotide se- 
quence corresponds wholly or partially to the Ara- 
bidopsis KOR protein sequence (SEQ ID N° 2) or a 
protein sequence the N-terminal end of which has at 
least 40 % and preferably 70 % identity with the first 
107 amino acids of said KOR. 

(57) Abrege' 

L* invention conceme l'utilisation d'une 
sequence nucleotidique codant pour une 
endo- 1 ,4-/7-D-glucanase pour inhiber la croissance 
cellulaire chez une plante. La sequence nucleotidique 
en question correpond en tout ou partie a la sequence 
protelque de la KOR d'Arabidopsis (SEQ ID 
N°2) ou a une sequence protdique dont rextremite" 
N-terminale presente au moins 40 % et de pr6ference 
70 % d'identite avec les 107 premiers acides amines 
de la susdite KOR. 
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CONTROLE DE LA CROISSANCE CELLULAIRE CHEZ TJNE PLANTE PAR 
LTJTILISATIQN D'TJN GENE D'ENDO-L4-B-D-GLUCANASE 

L' invention concerne le controle de la croissance cellulaire chez une plante par 
^utilisation d'un gene codant pour une endo-l,4-P-D-glucanase. 
5 L'architecture des plantes est en grande partie determinee par des evenements 

d'elongations cellulaires controles. La paroi cellulaire primaire est un reseau de 
polysaccharides et de proteines hautement dynamiques qui jouent un role central dans le 
controle de F elongation cellulaire (Carpita, 1993). La structure de la paroi cellulaire est 
formee de microfibrilles de cellulose auxquelles sont etroitement associes des polymeres 

10 comme les xyloglucanes. Chez les dicotyledones, les xyloglucanes forment la structure 
porteur entre les microfibrilles et ainsi jouent un role crucial dans les possibility 
d'extension de la paroi. Une activite enzymatique impliquee dans le relachement de la 
tension de la paroi a ete identifiee dans des tests d' extensibility de la paroi in vitro, Les 
proteines correspondantes sont appelees des expansines (Cosgrove, 1996) et semblent 

15 controler la liaison hydrogene entre les microfibrilles et les xyloglucanes. D'autres 
activites enzymatiques potentiellement impliquees dans Textension de la paroi ont ete 
identifies au sein de celle-ci, par exemple les XETs (Desilva, 1994) et les endo- 1,4-0- 
D-glucanases. 

Des endo-l,4-3-D-glucanases ont ete identifies dans des bacteries et des plantes 
20 (Bnimmel et al, 1994), et dans les plantes elles sont principalement representees par de 
grandes families de genes, comptant par exemple chez Arabidopsis au moins 5 membres 
et chez la tomate au moins 6 membres. Cette enzyme semble jouer un role dans le 
processus de la degradation de la paroi cellulaire intervenant par exemple durant la 
maturation du fruit et Tabscission des feuilles (Del Campillo et al., 1996). Des isoformes 
25 d'endo-l,4-p-D-glucanase avec des schemas d'expression compatibles avec ces 
activites, ont ete identifies dans la tomate (Del Campillo et al., 1996 ; Gonzales-Bosch 
et al., 1996), dans Tavocat (Cass et al., 1990) et dans le poivre (Ferrarese et al., 1995). 
Par ailleurs, il a ete decrit que le ramollissement des fruits et la degradation 
polysaccharidique de la paroi cellulaire pouvaient etre reduits par Tinhibition de 
30 Tactivite endo-l,4-p-D-glucanase au moyen de constructions d'ADN anti-sens 
(W091/16426, WO96/01555). 
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Un role des endo-l,4-P-D-glucanases a egalement ete suggere dans le controle 
de 1'elongation cellulaire, base sur des schemas d'expression (Fry, 1989 ; Fry 19952). 
Enfin, il a ete avance le fait que les endo-l,4-p-D-glucanases pouvaient avoir un role 
dans la croissance cellulaire (Inouhe et al., 1991) par l'inhibition de la croissance induite 
5 par les auxines sur des sections d'hypocotyles de coleoptiles de mais par ^application 
d'anticorps diriges contre des endo-l,4-p-D-glucanases. 

Cependant, aucune relation directe n'a ete etablie in vivo quant au role que 
pouvait avoir une endo-l,4-p-D-glucanase dans le controle de la croissance cellulaire 
chez les plantes. Par exemple, la reduction chez la tomate (Lycopersicon esadentum) du 
1 0 niveau d'expression du gene CEL1 codant pour une endo-p-l,4-glucanase par la strategic 
anti-sens avait pour effet une reduction de l'abscission florale, sans affecter la maturation 
des fruits, ni la croissance cellulaire (Lashbrook et al, 1998). Or, ce controle chez les 
plantes cultivees revet une importance economique certaine. Par exemple, la reduction 
de la longueur des tiges de certaines varietes de culture confere une protection contre la 
15 verse. Les dommages causes par la verse sont importants dans les especes cultivees 
suivantes : le ble, l'orge, le sorgho, le mais, le riz, les especes de Brassica, les lentilles, le 
tabac, le soja, le murier et autres. La reduction de la longueur des tiges contribue 
egalement a une augmentation des rendements . Des genes de nanisme dominants ou 
semi-dominants ont egalement ete utilises dans des programmes de reproduction pour un 
20 certain nombre d'especes : le ble, le riz, le colza, le mais etc. 

Le controle de la taille cellulaire peut egalement avoir d'autres applications. Par 
exemple la taille des fruits est en grande partie le resultat de I'expansion cellulaire 
controlee. Egalement, les caracteristiques mecaniques des fibres vegetales, telles que les 
fibres du coton ou le lin, sont en grande partie determinees par leur longueur. Par 
25 exemple, la resistance mecanique du papier augmente avec l'augmentation de la 
longueur des fibres cellulosiques qui le constituent. 

La presente invention concerne plus particulierement un membre de la famille 
des endo-l,4-3-D-glucanases, appelee egalement KORRIGAN ou KOR, directement 
impliquee dans le phenomene d'elongation cellulaire. Elle se distingue des autres endo- 
1,4-p-D-glucanases, comme par exemple la susdite CEL1 chez la tomate, en ce sens que 
son inhibition specifique permet l'obtention de resultats particulierement interessants en 
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terme de limitation de la croissance cellulaire chez les plantes sans reduire les 
phenomenes de la maturation des fruits ou de l'abscission des feuilles. 

La KOR de la presente invention presente une sequence hautement conservee 
parmi les especes de plantes notamment les dicotyledones tels que Arabidopsis thaliana 
et Lycopersicon esculentum et les monocotyledones tels que Oryza saliva. 

SEQ ID n° 1 represente la sequence en ADNc du gene de la KOR chez 
Arabidopsis. 

SEQ ID n° 2 represente la sequence proteique correspondante. 

Ainsi, la presente invention a notamment pour objet l'utilisation d'une sequence 
nucleotidique comprenant une sequence nucleotidique codant pour tout ou partie d'une 
endo-l,4-P-D-glucanase correspondant a la sequence proteique selon SEQ ID n° 2 ou un 
fragment de SEQ ID n° 2 pour inhiber totalement ou partiellement la croissance 
cellulaire chez une plante. En effet. Pun des buts de la presente invention est de bloquer 
l'expression de la sequence nucleotidique de la KOR afin de limiter le phenomene 
d'elongation cellulaire. La sequence a bloquer est done une sequence nucleotidique 
correspondant a tout ou partie de SEQ ID n° 2 compte tenu de la degenerescence du 
code genetique, etant entendu que la sequence nucleotidique susceptible d'etre utilisee 
dans le cadre de la presente invention peut etre egalement constituee en partie de 
sequences nucleotidiques non codantes en amont et/ou en aval de la sequence 
nucleotidique correspondant a la susdite sequence proteique, y compris de sequences 
introniques. 

La sequence nucleotidique utilisee dans le cadre de la presente invention peut 
egalement etre au moins partiellement constituee d'une sequence nucleotidique codant 
pour un polypeptide dont l'extremite N-terminale presente au moins 40 % et de 
preference au moins 70 % d'identite avec les 107 premiers acides amines de SEQ ED 
n° 2. En effet, SEQ ID n° 2 correspond a la sequence proteique de la KOR chez 
Arabidopsis et il est a souligner que les KORs des autres plantes ont une sequence 
proteique presentant au moins 40 % et de preference au moins 70 % d'identite avec celle 
des 107 premiers acides amines de la KOR d' Arabidopsis, ce qui distingue la KOR et 
ses orthologues des autres membres de la famille des endo-l,4-p-D-glucanases. 
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II n'est done pas necessaire que la sequence nucleotidique utilisee dans le cadre 
de I* invention comprenne en tout ou partie une sequence identique ou fortement 
homologue aux 107 premiers acides amines de la sequence de SEQ ID N° 2, il suffit 
que la sequence en question comprenne au moins 20 pb et derive d'une sequence 
5 nucleotidique codant pour un polypeptide dont la partie N-terminale est identique ou 
fortement homologue aux 107 premiers acides amines de SEQ ID N° 2. 

Par 1'expression "la sequence derive d'une sequence nucleotidique", on entend 
que la premiere sequence constitue au moins une partie de la seconde sequence et peut se 
differencier de cette demiere notamment du fait de la degenerescence du code genetique 
1 0 et/ou de mutations ponctuelles. 

Pius particulierement, la susdite sequence nucleotidique peut etre utilisee dans 
une orientation anti-sens. II s'agit en effet d'inserer dans une orientation anti-sens la 
sequence nucleotidique en question derriere un promoteur vegetal dans un vecteur apte a 
transformer directement ou indirectement les cellules de plantes. La cellule vegetale 
ainsi transformee voit 1'expression de sa KOR bloquee par la sequence anti-sens 
correspondante inseree dans le genome. Le gene de la KOR ne pouvant done s'exprimer, 
les phenomenes d 'elongation cellulaires sort ainsi inhibes. 

La sequence nucleotidique conforme a l'invention peut egalement etre utilisee 
dans une orientation sens. La cellule vegetale ainsi transformee voit 1'expression de sa 
20 KOR bloquee par 1'expression de la sequence sens correspondante inseree dans le 
genome, du au phenomene de l'extinction de 1'expression du gene endogene ou co- 
suppression ("gene silencing", Meyer et Saedler, 1996). 

II est rappele que la transformation des cellules de plantes peut etre soit directe, 
soit indirecte. 

25 Ce que I'on appellera par la suite, transformation directe, est une transformation 

pour une cellule de plante realisee directement par un vecteur selon des techniques 
connues de l'homme du metier telles qu'au moyen d'une micropipette pour assurer le 
transfert mecanique de l'ADN, a 1'aide de polyethylene glycol, par penetration 
ballistique a haute vitesse au moyen de petites particules contenant soit a l'interieur soit 
a leur surface l'acide nucleique a faire penetrer dans la cellule de plante, par fusion de 
protoplastes avec d'autres entiles, cellules, lysosomes ou autres corps de surfaces 
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lipidiques susceptibles de fiisionner, ou par electroporation. La transformation de 
cellules de plantes peut egalement etre realisee par I'insertion de la sequence nucleique 
d'interet au sein d'un plasmide recombinant par exemple d'origine bacterienne dans 
lequel a ete prealablement insere le genome d'un ADN viral tel que celui du virus de la 
mosaique du choux-fleur, le plasmide resultant etant utilise pour transformer les cellules 
de plantes. 

Ce que Ton appellera par la suite la transformation indirecte des cellules de 
plantes est egalement connue de l'homme de metier. Elle consiste par exemple a 
transformer un microorganisme tel qu 'Agrobacterium tumefaciens au moyen de la 
susdite sequence nucleique iedit microorganisme etant ensuite utilise pour transformer 
les cellules de plantes. 

Avantageusement, au sein de l'un des susdits vecteurs, la sequence nucleotidique 
utilisee peut etre precedee d'un promoteur specifique de certains types cellulaires, tissus 
ou organes afin de limiter I'elongation de la plante aux seules parties visees sans afFecter 
1 5 le reste de la plante. 

L'invention conceme egalement un procede de controle de la croissance 
cellulaire d'une plante comprenant une etape de transformation directe ou indirecte 
d'une cellule de plante au moyen d'un vecteur tel que ceux ci-dessus mentionnes. Plus 
particulierement, le controle en question consiste en une inhibition partielle ou totale de 
20 ladite croissance cellulaire. 

L'invention concerne egalement des cellules de plantes transformees susceptibles 
d'etre obtenues ou non par le susdit procede, les plantes comprenant les susdites cellules 
ainsi que les semences issues desdites plantes. 

Les plantes plus particulierement concernees par la presente invention sont les 

25 especes des genera suivants : Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Frifolium, 
Trigonella, Vigna, Gtnis, Linum, Geranium, Mnihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica. 
Raphanus, Sinapsis, Atropa. Capsicum, Hyoscyamus, Licopersicon, Nicotinia, Solanum, 
Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus. Lactuca, Bromvs. Asparagus, 
Antirrhimim, Hterocallis, Nemesia, Perlargonium, Panicum, Permisctum, Rananculus, 

30 Senecia, Salpiglossis. Cucumis, Browalia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum, 
Malus, Apium, Eucalyptus, Populus et Datura. Preferentiellement, les plantes sont 
Brassica oleracea, Brassica napus et le colza. 
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Par ailleurs, il est interessant de noter que l'expression de la sequence 
nucleotidique telle que definie ci-dessus peut etre mise en oeuvre a des fins de criblage 
de composes susceptibles d'agir sur l'elongation cellulaire des plantes en particulier en 
inactivant la KOR II s'agit en effet, selon des techniques connues de rhomme de metier, 
de faire exprimer une sequence nucleotidique de I' invention dans un vecteur 
d'expression comprenant les sequences necessaires pour assurer 1' initiation de la 
transcription dans des microorganismes, de mettre ceux-ci en culture et d'observer 
1' apparition d'un halo colore attestant de l'expression de la KOR, par des techniques de 
coloration classiques. La mise en contact de ces microorganismes avec les composes a 
cribler permettra de mettre en evidence, avec l'observation de 1'inhibition de la 
formation du susdit halo, les composes inhibant l'activite de la KOR. 

En d'autres termes, la KOR produite par les techniques ci-dessus decrites pourra 
servir de cible dans des tests de recherche de molecules herbicides ou de regulateurs de 
croissance inhibiteurs de l'activite glucanase. 
15 La figure 1 represente la philogenie des sous-groupes de cellulases de plantes 

des endo-l,4-P-D-glucanases de type E2. II apparait sur cette figure que la sequence de 
KOR et celle de la tomate TOM 15590 se distinguent des autres membres de la famille 
endo-l,4-p-D-glucanase (pour les abrevations des enzymes, se rapporter au tableau 3 ci- 
dessous). 

20 La figure 2 illustre une comparaison d'une partie de la sequence de la KOR 

(Korrigan) avec la sequence d'autres families de cellulases de bacteries. II est a noter 
que deux domaines d'acides amines sont conserves parmi les 16 endo-l,4-P-D- 
glucanases de la famille E (pour les abreviations des enzymes, se reporter au tableau 3 
ci-dessous). Les positions des residus identiques sont indiques par des asterisques. Le 

25 signe * 1 indique le residu histidine qui semble etre critique pour l'activite de l'endo-1,4- 
3-D-glucanase selon Tomme et al., 1991. 

La figure 3 represente une comparaison de sequence en acides amines entre des 
EST de nz et la KOR La sequence soulignee correspond au domaine transmembranaire 
predit selon Von Heyne. Les sequences partielles d'ADNc de riz (D46633 et D40576) 

30 sont hautement similaires a la KOR : 82 % sur 76 acides amines pour D46633 et 73 % 
pour 64 acides amines pour D40576. 
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La figure 4 represente une comparison de sequence en acides amines de 200 
premiers acides amines de la KOR avec la sequence en acides amines predite de deux 
EST de riz. Les oligos 1 et 2 (SEQ ID n° 3 et 4 respectivement) correspondent a des 
sequences hautement conservees entre des cellulases de dicotyledone et monocotyledone 
5 et peuvent etre utilises pour amplifier des KOR orthologues a partir d'autres especes de 
plantes superieures. 

La figure 5 represente la construction d'ADN p35S2-ROK utilise pour 
Tinhibition par voie anti-sens de l'expression de la KOR chez Arabidopsis transgene. 

La figure 6 represente la construction d'ADN p35S2-KOR utilise pour 
10 Tinhibition ou co-suppression de l'expression de la KOR chez Arabidopsis transgene. 
Elle illustre la strategic de clonage de l'ADNc deKorrigan sous le controle du promoteur 
35S et du terminateur de CaMV. 

La presente invention ne se limite pas a la description ci-dessus. Elle sera 
mieux comprise a la lumiere des exemples suivants qui ne sont donnes qu'a titre 
1 5 purement illustratif. 

Exemple 1 : Inhibition de Felongation cellulaire chez des plantes d J Arabidopsis* 
mutant pour le gene de la KOR 
LI Phenotype du Mutant 

20 Les plantes d' Arabidopsis (ecotype Wassilevskja) homozygote pour la mutation 

kor ont les caracteristiques suivantes : Thypocotyle de jeunes plantes ayant pousse dans 
Fobscurite est 4 fois plus petit que celui du type sauvage, ceci etant le resultat d'une 
longueur cellulaire reduite (Tableau 1 ci-dessous). L'hypocotyle ayant efFectue une 
croissance a la lumiere est seulement legerement plus court que celui du type sauvage. 

25 La taille de tous les autres organes est egalement reduite, y compris les racines, les tiges, 
les feuilles de la rosette et les feuilles caulines, les organes de fleurs, les siliques, etc... 
Le mutant kor est pleinement fertile. 
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Tableau 1 

Longueur de Phypocotyle de plantes de 7 jours de type sauvage et du mutant kor 



Longueur de 


Jeunes plantes 


Jeunes plantes 


5 Phypocotyle 


de type sauvage 


du mutant kor 


Obscurite 


l,78+/-0,040 


0,506+/-0,007 


Lumiere 


0,49+7-0,009 


0,38 +/-0,006 


10 







Des hormones de plantes sont connues pour influencer P elongation cellulaire. 
Les hormones telles que GA4+7, IAA et Brassinosteroides stimulent tandis que 
P ethylene, les cytokinines et ABA inhibent la croissance. Le phenotype sauvage ne peut 
15 etre restaure chez le mutant avec Pune quelconque des hormones testees ou au moyen 
d'inhibiteurs de la synthese de Pethylene telle que la L-ot-2 (Acide 2 
aminoethoxyVinylique)-glycine (AVG, donnees non montrees). La mutation est 
recessive nucleaire (Tableau 2 ci-dessous). 

20 Tableau 2 

Analyse de la segregation du mutant kor 



25 



N° de graines 


Jeunes plantes 
de type sauvage 


Jeunes plantes 
du mutant kor 


Xhi2° 




Nombre 
attentu 


Nombre 
observe 


Nombre Nombre 
attentu observe 




1522 


1142 


1136 


380 386 


0,12 



3 Les valeurs calculees sont basees sur un rapport attendu d'une jeune plante mutante 
pour 3 jeunes plantes de type sauvage. 
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1.2 Clonage du gene de la KOR 

Le gene de la KOR a ete clone a partir du mutant etiquette par un ADN-T selon 
la procedure suivante. L'analyse de la segregation a confirme une liaison etroite entre 
Pinsertion du ADN-T et de P allele mutant (634 plantes mutantes testees). L'analyse par 
5 Southern blot a revele la presence d'une insertion unique d'ADN-T. Une sequence 
voisine a ete obtenue par 1PCR utilisant la methode decrite par Lindsey et al., 1996. Le 
fragment voisin a ete utilise comme une sonde pour cribler une banque genomique 
d'Arabidopsis produite par John Mulligan et distribute par le EEC-BRIDGE 
Arabidopsis DNA Stock Center et une banque d'ADNc (D'allessio et al., 1992). Un 

10 clone d'ADNc "pleine longueur" a ete obtenu : PZL-KOR. Les sequences de l'ADNc 
obtenu et de la proteine predite sont montrees dans SEQ ID n° 1 et SEQ ID n° 2. Une 
analyse par Northern blot a ete effectuee avec 8 jig d' ARN total de jeunes plants de 7 
jours de phenotype sauvage cultives a la lumiere, de feuilles, de tiges, de fleurs, de 
silliques, de racines, de jeunes plants de 7 jours de phenotype Korrigan cultives a la 

15 lumiere et des organes entiers de plantes adultes de phenotype Korrigan hybride avec 
un fragment Pstl-PstI de 765bp (entre les positions 114-879). Une bande de 2 kb 
correspond au transcrit KORRIGAN qui est hautement exprime dans les tiges et les 
racines de type sauvage. Le transcrit KORRIGAN est aussi detecte chez les plants de 
phenotype Korrigan mais son expression est considerablement reduite. 

20 Un fragment d'ADN de 8,5 kb dont on presume qu'il contient le gene entier de 

kor a ete introduit dans le vecteur de ADN-T binaire pBIB-HYG (Becker, 1990) 
contenant un marqueur de resistance a Phygromycine. Le ADN-T a ete transforme chez 
les plantes homozygotes pour kor par un protocole d'infiltration decrit par Bechtold et 
al., 1993. Tous les transformants obtenus resistant a Phygromycine etaient du type 

25 sauvage indiquant que le fragment d'ADN transforme a complement^ la mutation kor. 

1.3 Comparisons de sequence 

La sequence d'ADNc a ete comparee avec des bases de donnees publiques 
utilisant les programmes BLASTX et TBLASTN (Altschul et al., 1990) ceci a donne 
lieu a un grand nombre de resultats hautement signicatifs avec des membres de la famille 
30 du gene de Pendo-l,4-p-D-glucanase. Parmi cette famille, 100 % d'identite de sequence 
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a ete observe avec la sequence U37702 VArabidopsis et 74 % avec la sequence 155990 
de tomate (demande de brevet US 5 554 743). Ces trois membres de la famille sont 
clairement distincts du reste de la famille de gene tel montre par Parbre phylogenique 
(Tableau 3 ci-dessous et Figure 1). 

Tableau 3 
Famille E d'endo-l,4-P-D-gIucanases 

Es P^ ces Enzyme Abnfriation Reference 

ou n° d'acces 

Sous-groupeEl 
Bacterie 

Clostridium ihermocellum 
Sous-groupeE2 
Bacterie 

Clostridium stercocahum 

Planie 

Arabidopsis thaliana 
Capsicum annum 

Lycopersicum esculentum 

Oriza sativa 

Persea americana 

Pisum sativum 
Phaseolus vulgaris 
Populus albas 
Sambucus nigra 



CelD 


CthCelD 


Joliff, 1996 


CelZ 


CsiCelZ 


Jauris, 1990 


Cell 


ATCell 


U17888 


CeI2 


KORRIGAN 


U37702 


CXI 


PepperCXl 


Ferrarese, 1995 


CX2 


PepperCX2 


Ferrarese, 1995 


CX3 


Pepper CX3 


Ferrarese, 1995 


Cell 


TomCell 


Lashbrook,1994 


Cel2 


TomCel2 


Lashbrook,1994 




TomI55990 


Bennet, 1996 


CellD46633 


RiceD46633 


D46633 


CellD40076 


RiceD40076 


D40076 


Cell 


AvoCell 


Tucker, 1991 


CeI2 


AvoCel2 


Cass, 1990 


EGL1 


EGL1 


Wu, 196 


BAC1 


BAC1 


Tucker, 1991 


Cell 


Poplar 


Nakamura,1995 


Cell 


Sambucus 


Taylor, 1994 
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L4 KOR est liee a la membrane 

La traduction conceptuelle de la sequence d'ADN n'a pas revele la presence 
d'une sequence de peptide signal potentielle telle que celle trouvee dans la plupart des 
autres membres de la famille. Au contraire, une sequence de 16 acides amines 
5 hydrophobes ayant une forte probability de constituer un signal d'ancrage dans la 
membrane (selon les predictions de Von Heyne et al M 1986 et Klein et al, 1985) est 
observee. 

La localisation membranaire de la proteine KOR a ete confirmee en faisant 
produire des anticorps polyclonaux par un lapin contre les 72 acides amines N-terminaux 

10 de KOR iiisionnes au C-terminus de la proteine Glutathion-S-Transferase de 
Schistosoma japonicum produite dansE-coli a Taide du vecteur pGEX-2T'6 (Pharmacia, 
Upsala, Suede). La proteine fusion a ete purifiee a Paide de glutathion-sepharose selon 
les instructions du fournisseur. Une fraction microsomale, preparee a partir de feuilles de 
la plante sauvage, selon la methode decrite par Hofte et al. 1992, lavee avec Na2C03, 

15 pHll, contenait une proteine de la taille attendue (70 kDa) reagissant specifiquement 
avec Fanti-KOR antiserum, cette proteine etait absente dans le mutant Ces resultats 
confirment que KOR est une proteine membranaire intrinseque, ce qui la distingue, outre 
la sequence, des autres membres de la famille des endo-l,4-P-D-glucanases. 
1.5 La KOR code pour une activite endo-l,4-p-D-glucanase 

20 La comparaison de la sequence avec tous les membres connus d'autres families 

de cellulase a partir de bacteries (Fig. 2) indique que les residus montres comme etant 
critiques pour une activite enzymatique sont conserves, ceci suggerant que la KOR est 
une endo-l,4-p-D-glucanase bona fide. 

En conclusion, ces donnees demontrent que la KOR code pour une proteine 

25 membranaire de la famille des endo-l,4-p-D-glucanases et que son inactivation par 
mutation resulte en une reduction de la taille cellulaire de tous les organes 
d'Arabidopsis. 

Exemple 2. Procede pour Fi solement de KOR orthologues dans nMrnnorte q uell* 
espece de plante superieure 

30 Les ;omparaisons de la sequence de la KOR avec des sequences de proteines 

partiellemment deduites issues du riz (Oryza sativa) et de la tomate {Lycopersicon 
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esculenlum) indiquent une forte conservation de sequences de la proteine (Fig. 1 et 3). De 
fa9on interessante, la region N-terminale contenant le domaine transmembranaire predit, 
qui est absent dans toutes les isoformes solubles, est egalement hautement conserve dans 
les sequences & Arabidopsis et celles de riz. 
5 Cest a la base de la comparaison entre ces deux dernieres sequences, que des 

amorces pour PCR peuvent etre determinees pour amplifier les orthologues de la KOR 
dans toutes les especes de plantes superieures testees (Fig. 4). Ceci a ete demontre avec 
Pamplification par PCR, chez des especes de monocotyledones et de dicotyledones, de 
fragments correspondant aux orthologues de la KOR tels que reveles par la sequence. 
10 Des methodes alternatives pour Pisolement des orthologues de la KOR sont des 
hybridations a faible stringence utilisant le fragment BglH-BgIH de 273 bp (entre les 
positions 6 et 279 de la SEQ ID N° 2). 

Exemple 3, Co nstruction pour Finhibition par anti-sens de P expression de la KOR 
chez Arabidopsis 

15 Le plasmide pKYLX71-35S2 (Maiti et al., 1993) a ete digere avec Hindm. Les 

extremites 5' depassantes ont ete completees en utilisant le fragment de Klenow de 
PADN Poll et PADN a ete redigere avec Xhol. 

Le clone pZLl d'ADNc a ete digere avec jffial, les extremites 5' depassantes ont 
ete completees avec le fragment de Klenow et l'ADN a ete redigere avec Sail. Le 

20 fragment de 2,3 kb contenant le gene de la KOR a ete ligature entre le site Xhol et le site 
Hindm du vecteur pKYLX71-35S2. De cette fa?on, PADNc de la KOR a ete insere 
dans une orientation anti-sens derriere le promoteur 35S2. La terminaison 3' de 
transcription et un signal de poly-adenylation sont fournis par le fragment 3'RbcS 
present dans le vecteur. 

25 Exemple 4. Transformation d* Arabidopsis avec la construction anti-sens de la KOR 
La construction p35S2-ROK a ete introduite dans la souche C58C1 (pMP90) 
tfAgrobacterhtm Umefaciens (Koncz et al., 1986) par electroporation et les 
transformants ont ete selectionnes sur un milieu contenant de la Tetracycline telle que 
decrit par Olszewski et al., 1988. Un transformant Agrobacterwm obtenu a ete utilise 

30 pour transformer Arabidopsis lhaliana (ecotype Columbia) utilisant la methode 
d'infiltration decrite par Bechtold et al, 1993. 
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Exemple 5. Construction pour la sur-expression et/ou la sous-expression par co- 
suppression de KOR dans Arabidopsis 

Le plasmide pZLl-KOR (Arabidopsis Biological Resource Center, Ohio State 
University) xntient l'ADNc entier de KOR clone dans le vecteur pZiplox (D'Alession et 
5 al., 1992). Un site EcoRI a ete introduit a Textremite 3' de la sequence codante de la 
maniere suivante : une reaction PCR est effectuee a partir du plasmide pZLl-KOR avec 
les oligonucleotides suivants : 

5-CGGAATTCAAGGTTTCCATGGTGCTGGTGG-3', (SEQ ID n° 5) et 
S'-TTTGGATCGTGCGGCTCTTTCA^' (SEQ ID n° 6) 

10 Le fragment de 1 140 pb obtenu est ensuite digere par les enzymes PstI et EcoRI 

puis clone dans le vecteur pLBR19 (Martin-Tanguy, J. et al., 1993), donnant naissance 
au vecteur pKORla. En parallele, le plasmide pZLl-KOR a ete digere par Sail et Xbal et 
le fragment d'ADNc "pleine longueur" de KOR a ete clone dans le vecteur pLBR19, 
donnant lieu a pKOR2. pKORla a ensuite ete digere par Kpnl et Xbal et le fragment 

15 transfere dans pBinplus (Van Engelen et al., 1995), donnant lieu a pKORBinl. Ensuite 
pKORBinl et pKOR2 sont digeres avec Kpnl et le fragment de pKOR2 contenant le 
promoteur 35S2 et le debut de l'ADNc KOR a ete clone dans pKORBinl, donnant lieu a 
P35S2-KOR. De cette fa<?on, l'ADNc de la KOR a ete insere dans une orientation sens 
derriere le promoteur 35S2. La terminaison de transcription en 3' et le signal de 

20 polyadenylation sont fournis par le fragment 3* du CaMV present dans le vecteur. 
Exemple 6. Tra nsformation d' Arabidopsis avec la construction P35S2-KOR 

La construction p35S2-KOR a ete introduite dans la souche C58C1 (pMP90) 
d'Agrobacterium tumefaciens (Koncz et al., 1986) par electroporation et les 
transformants ont ete selectionnes sur un milieu contenant de la Tetracycline telle que 

25 decrit par Olszewski et al., 1988. Un transformant Agrobacterium obtenu a ete utilise 
pour transformer des plantes du type sauvage ^Arabidopsis thaliana (ecotype WS) 
utilisant la methode d'infiltration decrite par Bechtold et al., 1993. Des transformants 
primaires, selectionnes in vitro sur 50 mg/1 de kanamycine ont ete obtenus. Les plantules 
presentaient des phenotypes tres variables allant d'un phenotype identique a celui du type 

30 sauvage, jusqu'a des plantes presentant une tres forte inhibition de ['elongation cellulaire 
dans l'hypocotyl ainsi que dans la racine, les cotyledones et les feuilles. L'inhibition de 
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I'elongation cellulaire dans ces plantes est tres probablement due a l'extinction de 
rexpression du gene KOR par le phenomene de la co-suppression. 



WO 98/50568 



PCT/FR98/00928 



15 

REFERENCES 

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. and Lipman, D. J. (1990). Basic local 
5 alignment search tool. J. Mol. Biol. 2 1 5, 403-41 0. 

Bechtold, N., Ellis, J. and Pelletier, G. (1993). In planta Agrobacterium mediated gene 
transfer by infiltration of adult Arabidopsis thaliana plants. C.R. Acad. Sci. Paris 316, 
1194-1199. 

10 

Becker, D. (1990). Binary vector which allow the exchange of plant selectable markers 
and reporter genes. Nucleic Acids Research 18, 203. 

Bennet, A B., Fischer, R. L., Lashbrook, C. and Giovannoni, J. (1996). Endol,4-beta- 
1 5 glucanase genes and their use in plants. Patent:US 5554743-A 

Brummel, D. A, Lashbrook, C. C. and Bennett, A. B. "Plant endo-l,4-Dglucanases. 
Structure, properties and physiological function." In Enzymatic conversion of biomass for 
fuels production in edited by M. E. Himmel, J. O. Baker and R. P. Overend, American 
20 Chemical Society Year. 

Carpita, N. C. and Gibeaut, D. M. (1993). Structural models of primary cell walls in 
flowering plants: consistency of molecular structure with the physical properties of the 
walls during growth. The Plant Journal 3, 1-30. 

25 

Cass, L. G, Kirven, K. A. and Christoffersen, R. E. (1990). Isolation and characterization 
of a cellulase gene family member expressed during avocado fruit ripening. Molecular 
Gene Genetic 223, 76-86. 

30 Cosgrove, D. J. (1996). Plant cell enlargement and the action of expansins. Bioessays 1 8, 
533-540. 



WO 98/50568 



PCT/FR98/00928 



16 

D'Alessio. (1992). Automatic subcloning of cDNA Focus 14, 76-79. 

Del Campillo, E. and Bennett, A. B. (1996). Pedicel breakstrength and cellulase gene 
expression during tomato flower abscission. Plant Physiol. Ill, 813-820. 

5 

Desilva, J., Arrowsmith, D., Hellyer, A, Whiteman, S. and Robinson, S. (1994). 
Xyloglucan endotransglycosylase and plant growth. Journal of Experimental Botany 45, 
1693-1701. 

1 0 Ferrarese, L., Trainotti, L., Moretto, P., Polverino de laureto, P., Rascio, N. and Casadoro, 
G. (1995). Differential ethylene-inducible expression of cellulase in pepper plants. Plant 
Molecular Biology 29, 735-747. 

Fry, S. C. (1989). Cellulases, hemicellulose and auxin-stimulated growth: a possible 
1 5 relationship. Physiologia plantaium 75, 532-536. 

Gonzales-Bosch, C, Biummel, D. A and Bennett, A B. (1996). Differential Expression 
of two endo-l,4-beta-glucanase genes in pericarp and locules of wild-type and mutant 
tomato fruit. Plant Physiol. 111,1313-13 19. 

20 

Hofte et al. (1992), Plant. Physiol., 99, 561-570. 

Inouhe, M. and Nevins, D. J. (1991). Inhibition of auxins-induced cell elongation of 
maize coleoptiles by antibodies specific for cell wall glucanases. Plant Physiol. 96, 426- 
25 431. 

Jauris, S., Riicknagel, K. P., Schwarz, W. H., Kratzsch, P., Bronnenmeir, K. and 
Staudenbauer, W. L. (1990). Sequence analysis of the Clostridium stercorarium celZ gene 
encoding a thermoactive cellulase (Avicelase I): identification of catalytic and cellulose- 
30 binding domains. Mol Gen Genet 223, 258-267. 



WO 98/50568 



PCT/FR98/00928 



17 

Joliff, G, Beguin, P. and Aubert, J. P. (1986). Nucleotide sequence of the cellulase gene 
celD encoding endoglucanase D of Clostridium thermocellum. Nucl.Acids.Res. 14, 8605- 
8613. 

Koncz, C. and Schell, J. (1986). The promoter of TL-DNA gene controls the tissue- 
specific expression of chimaeric genes carried by a novel type of Agrobacterium 
tumefaciens. Mol. Gen. Genet. 204, 383-396. 

Lashbrook, C. C, Gonzalez-Bosch, C. and Benett, A B. (1994). Two divergent endo-0- 
1,4-glucanase genes exhibit overlapping expression in ripening fruit and abscissing 
flowers. The Plant Cell 6, 1485-1493. 

Lashbrook, C.C., Giovannoni, J.J., Hall, B.D., Fisher, R.L. and Bennet, AB. (1998) 
Transgenic analysis of tomato endo-p-l,4-glucanase gene function. Role of cell in floral 
abscission. Plant J. 13, 303-310. 

Lindsey, K. and Topping J. F. (1996). T-DNA-mediated insertional mutagenesis. In Plant 
gene isolation. Principles and practice (ed. G. D. Foster and D. Twell), 275-300. Wiley. 

Maiti, I. B., Murphy, J. F., Shaw, J. G. and Hunt, A G. (1993). Plants that express a 
potyvirus VPg-proteinase gene are resistant to virus infection. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
90,6110-6114. 

Martin-Tanguy, J., Corbineau, F., Burtin, D., Ben-Hayyim, G , Tepfer, D. (1993). 
Genetic transformation with a derivative of rolC from Agrobacterium rhizogenes . . . Plant 
Science 93, 63-76. 

Meyer and Saedler (1996). Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 47, 23-48. 

Nakamura, S., Mori, R, Sakai, F. and Hayashi, T. (1995). Cloning and sequencing of a 
cDNA for poplar endo-l,4-beta-glucanase. Plant Cell Physiol. 36, 1229-1235. 



WO 98/50568 



PCT/FR98/00928 



18 

Olszewski, N. E., Martin, F. B. and Ausubel, F. M. (1988). Specialized binary vector for 
plant transforrnationrexpression of the Arabidopsis thaliana AHA gene in Nicotiana 
tabacum. Nucl. Acids Res 16, 10765-10782. 

5 Taylor, J. R. Coupe, S. A, Picton, S. and Roberts, J. A. (1994). Characterization and 
accumulation pattern of an mRNA encoding an abscission-related beta-l,4-glucanase 
from leaflets of Sambucus nigra. Plant Mol. Biol. 24, 961-964. 

Tomme, P., Chauvaux, S., Beguin, P., Millet, J., Aubert, J.-P. and Claeyssens, M. (1991). 
10 Identification of a histidyl residue in the active center of endoglucanse D from 
Clostridium thermocellum. The journal of biological 
chemistry 266, 10313-10318. 

Tucker, M. L., Durbin, M. L., Clegg, M. T. and Lewis, L. N. (1987). Avocado celiulase: 
15 nucleotide sequence of putative full-length cDNA clone and evidence for small gene 
family. Plant Molecular Biology 9, 197-203. 

Tucker, M. L. and Milligan, S. B. (1991). Sequence analysis and comparison of avocado 
fruit and bean abscission cellulases. Plant Physiol. 95, 928-933. 

20 

Van Engelen, F.A, Molthoff, J.W., Conner, AJ., Nap, J.-P., Pereira, A and Stlekema, 
W.J. (1995). pBINPLUS : an improved plant transformation vector based on pBIN19. 
Transgenic Research 4, 288-290. 

25 Wu, S.-C, Blumer, J. M., Darvill, A. G. and and Albersheim, P. (1996). Characterization 
of an endo-beta-l,4-glucanase gene induced by auxin in elongating pea epicotyls. Plant 
Physiol. 110, 163-170. 



30 



WO 98/50568 



PCT/FR98/00928 



19 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE RECHERCHE AGRONOMIQUE 
( INRA) 

<B) RUE: 14 7 RUE DE L'UNIVERSITE 
(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75007 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: CONTROLE DE LA CROISSANCE CELLULAIRE CHEZ UNE 
PLANTE PAR L * UTILISATION D'UN GENE D * ENDO- 1 , 4 -BETA-D-GLUCANASE . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 2257 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Arabidopsis thaliana 

(B) SOUCHE: Wassilevskja 

(F) TYPE DE TISSU: Racines, jeunes plantes etiolees, rosettes, tiges, 
fleurs, siliques 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(A) BIBLIOTHEQUE: Arabidopsis thaliana ABRC, D'Alessio et 
al. Lambda Ziplox / Automatic subcloning of cDNA. Focus 14.76-79, 1992 



(ix) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: U37702 = Korrigan 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



GCACGAGATC 


TGATCCCAAA 


CCTTTGATTC 


ATTGTTGTTG 


TTCTCTGCTG 


CTTTATCAGA 


60 


GAGCATCATC 


ATGTACGGAA 


GAGATCCATG 


GGGAGGTCCA TTGGAGATAA ACACTGCAGA 


120 


TTCCGCCACC 


GACGATGATC 


GTAGTCGGAA 


TTTAAACGAT 


TTGGATCGTG 


CGGCTCTTTC 


180 


ACGTCCACTA 


GATGAGACGC 


AGCAGAGTTG 


GTTACTTGGT 


CCAACGGAGC 


AGAAGAAGAA 


240 


GAAGTACGTC 


GATCTCGGTT 


GTATTATCGT 


TAGCCGCAAG 


ATCTTCGTCT 


GGACTGTTGG 


300 


TACTCTTGTT 


GCCGCCGCGT 


TACTCGCCGG 


ATTCATTACC 


TTGATCGTTA 


AAACTGTGCC 


360 


GCGTCATCAT 


CCTAAGACTC 


CGCCGCCGGA 


TAATTATACT 


ATAGCTCTAC 


ACAAAGCTCT 


420 


TAAGTTCTTC AATGCTCAGA AATCTGGGAA ATTGCCAAAG 


CATAATAACG 


TGTCATGGAG 


480 




bbbb J. 1 LAAb 


ATbGGAAAGG 


TGAAACAGGA AGCTTCTATA AAGATTTGGT 


540 


oooftbu i. 1 A 1 


i Ai bAl bbl b 


GTGATGCTAT 


CAAGTTCAAT 


TTCCCCATGG 


CTTATGCTAT 


600 


o AL 1 A 1 o 1 lb 


AGCTGGAGTG 


TTATTGAATA 


TAGTGCTAAA 


TACGAAGCTG 


CTGGTGAGCT 


660 


CACTCATGTT 


AAGGAGCTTA 


TCAAATGGGG 


AACTGATTAC 


TTTCTCAAGA 


CTTTCAATAG 


720 


TACTGCTGAT 


TCCATTGATG 


ATCTTGTGTC 


ACAGGTTGGA 


TCAGGGAATA 


CTGATGATGG 


780 


AAATACAGAT 


CCTAATGACC 


ATTACTGTTG 


GATGCGACCT 


GAGGATATGG 


ACTATAAAAG 


840 


GCCCGTGACT 


ACTTGTAATG 


GTGGATGTTC 


GGATCTCGCT 


GCAGAGATGG 


CAGCTGCTCT 


900 


GGCTTCAGCA 


TCTATTGTAT 


TCAAGGATAA 


CAAGGAATAT 


TCTAAAAAGC 


TTGTCCATGG 


960 


TGCTAAGGTG 


GTGTATCAGT 


TTGGAAGGAC 


GAGGAGAGGG AGATATAGTG 


CAGGCACTGC 


1020 


GGAATCTAGC 


AAGTTCTATA 


ATTCAAGTAT 


GTATTGGGAT 


GAGTTCATTT 


GGGGTGGTGC 


1080 


TTGGATGTAT 


TATGCTACCG 


GAAATGTAAC 


GTATCTCAAT 


CTAATCACCC 


AACCTACTAT 


1140 


GGCCAAGCAT 


GCTGGTGCCT 


TCTGGGGTGG 


CCCTTACTAT 


GGTGTATTTA 


GCTGGGACAA 


1200 


CAAGCTTGCT 


GGTGCTCAGT 


TGCTGTTGAG 


CCGGTTGAGG 


TTGTTTCTGA 


GTCCTGGATA 


1260 


TCCATATGAA 


GAAATTCTAA 


GGACCTTCCA 


CAATCAGACC AGCATAGTCA 


TGTGCTCATA 


1320 


CTTGCCTATT 


TTCAACAAAT 


TTAACAGAAC 


CAATGGAGGT 


TTAATAGAGT 


TGAATCATGG 


1380 


AGCTCCACAG 


CCGCTGCAAT 


ATTCTGTAAA 


TGCAGCTTTC 


TTAGCGACTC 


TATACAGTGA 


1440 


TTATCTGGAT 


GCTGCTGATA 


CTCCTGGATG 


GTACTGTGGA 


CCTAATTTCT 


ATTCGACAAG 


1500 


TGTGCTACGT 


GACTTTGCTA 


GATCCCAGAT 


TGATTATATA 


CTGGGTAAAA 


ACCCTCGGAA 


1560 
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AATGAGTTAT 


GTCGTTGGTT 


TTGGCACAAA 


ATACCCAAGA 


CATGTGCATC 


ACAGAGGAGC 


1620 


TTCGATACCC 


AAGAACAAAG 


TCAAGTATAA 


CTGCAAAGGA 


GGATGGAAAT 


GGAGAGACAG 


1680 


CAAGAAACCA 


AACCCAAACA 


CGATTGAAGG 


AGCCATGGTT 


GCTGGTCCTG 


ACAAGCGCGA 


1740 


CGGGTACCGT 


GATGTCCGTA 


TGAACTACAA 


CTACACTGAA 


CCGACTCTTG 


CAGGCAATGC 


1800 


TGGTCTAGTC 


GCAGCTCTTG 


TGGCATTATC 


GGGTGAAGAA GAAGCCACCG 


GTAAGATAGA 


1860 


CAAAAACACT 


ATTTTCTCAG 


CTGTTCCTCC 


TTTGTTCCCT 


ACTCCACCAC 


CTCCACCAGC 


1920 


AC CAT GG AAA 


CCTTGAGAAA 


GCTAGACTTG 


TGTGATTCTG 


TCGCTGCTGC 


CAAAAAAAAT 


1980 


GAATGAGGTA 


AGAAGGATTT 


GGGTGTGAGA 


CCAGAAGATT 


AGAAGCTAAA 


CACAAGTCAG 


2040 


CCATAACCAA 


ACTACTAAGG 


ATTTCATTTG 


GCTTTACTAG 


ATACAAACAC 


GGGGTGGGTT 


2100 


ACTTTACCAC 


AAGCATTGTC 


TTTCTTTTCT 


TTTTTTGGGT 


TGCTGTTTTG 


TTCTTGTGAG 


2160 


ATATCATATA 


TATCTATGCG 


TTTTACTCTG 


TATATGTTTG 


ATACCAAACT 


TGTATTCTTT 


2220 


GATAAACAAT 


TTAATGAACT 


GTATTAAACT 


TTTAACT 






2257 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 621 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Arabidopsis thaliana 

(B) SOUCHE: Columbia 

(F) TYPE DE TISSU: Racines, jeunes plantes etiolees, rosettes, tiges, 
fleurs, siliques 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(A) BIBLIOTHEQUE: Arabidopsis thaliana ABRC, D'Alessio et 
al. Lambda Ziplox / Automatic subcloning of cDNA. Focus 14.76-79, 1992 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Tyr Gly Arg Asp Pro Trp Gly Gly Pro Leu Glu lie Asn Thr Ala 
15 10 15 

Asp Ser Ala Thr Asp Asp Asp Arg Ser Arg Asn Leu Asn Asp Leu Asp 

20 25 30 
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Arg Ala Ala Leu Ser Arg Pro Leu Asp Glu Thr Gin Gin Ser Trp Leu 
35 4 0 4 5 

Leu Gly Pro Thr Glu Gin Lys Lys Lys Lys Tyr Val Asp Leu Gly Cys 
50 55 60 

He He Val Ser Arg Lys He Phe Val Trp Thr Val Gly Thr Leu Val 
65 70 75 80 

Ala Ala Ala Leu Leu Ala Gly Phe He Thr Leu He Val Lys Thr Val 
85 90 95 

Pro Arg His His Pro Lys Thr Pro Pro Pro Asp Asn Tyr Thr lie Ala 
100 105 HO 

Leu His Lys Ala Leu Lys Phe Phe Asn Ala Gin Lys Ser Gly Lys Leu 
115 120 125 

Pro Lys His Asn Asn Val Ser Trp Arg Gly Asn Ser Gly Leu Gin Asp 
130 135 140 

Gly Lys Gly Glu Thr Gly Ser Phe Tyr Lys- Asp Leu Val Gly Gly Tyr 
145 150 155 160 

Tyr Asp Ala Gly Asp Ala He Lys Phe Asn Phe Pro Met Ala Tyr Ala 
165 170 175 

Met Thr Met Leu Ser Trp Ser Val He Glu Tyr Ser Ala Lys Tyr Glu 
180 185 190 

Ala Ala Gly Glu Leu Thr His Val Lys Glu Leu He Lys Trp Gly Thr 
195 200 205 

Asp Tyr Phe Leu Lys Thr Phe Asn Ser Thr Ala Asp Ser He Asp Asp 
210 215 220 

Leu Val Ser Gin Val Gly Ser Gly Asn Thr Asp Asp Gly Asn Thr Asp 
225 230 235 240 

Pro Asn Asp His Tyr Cys Trp Met Arg Pro Glu Asp Met Asp Tyr Lys 
245 250 255 

Arg Pro Val Thr Thr Cys Asn Gly Gly Cys Ser Asp Leu Ala Ala Glu 
260 265 ^ 270 

Met Ala Ala Ala Leu Ala Ser Ala Ser He Val Phe Lys Asp Asn Lys 
275 280 285 

Glu Tyr Ser Lys Lys Leu Val His Gly Ala Lys Val Val Tyr Gin Phe 
290 295 300 



Gly Arg Thr Arg Arg Gly Arg Tyr Ser Ala Gly Thr Ala Glu Ser Ser 
305 310 315 320 



WO 98/50568 



PCT/FR98/00928 



23 



Lys 



Phe Tyr Asn Ser Ser Met Tyr Trp Asp 
325 330 



Glu Phe He Trp Gly Gly 
335 



Ala Trp Met Tyr Tyr Ala Thr Gly Asn Val Thr Tyr Leu Asn Leu He 
340 345 350 

Thr Gin Pro Thr Met Ala Lys His Ala Gly Ala Phe Trp Gly Gly Pro 
355 360 365 

Tyr Tyr Gly Val Phe Ser Trp Asp Asn Lys Leu Ala Gly Ala Gin Leu 
370 375 380 

Leu Leu Ser Arg Leu Arg Leu Phe Leu Ser Pro Gly Tyr Pro Tyr Glu 
385 390 395 400 

Glu He Leu Arg Thr Phe His Asn Gin Thr Ser He Val Met Cys Ser 
405 410 415 

Tyr Leu Pro lie Phe Asn Lys Phe Asn Arg Thr Asn Gly Gly Leu lie 
420 425 430 

Glu Leu Asn His Gly Ala Pro Gin Pro Leu Gin Tyr Ser Val Asn Ala 
435 440 445 

Ala Phe Leu Ala Thr Leu Tyr Ser Asp Tyr Leu Asp Ala Ala Asp Thr 
450 455 460 

Pro Gly Trp Tyr Cys Gly Pro Asn Phe Tyr Ser Thr Ser Val Leu Arg 
465 470 475 480 

Asp Phe Ala Arg Ser Gin lie Asp Tyr lie Leu Gly Lys Asn Pro Arg 
4 85 4 90 " ~ 4 95 

Lys Met Ser Tyr Val Val Gly Phe Gly Thr Lys Tyr Pro Arg His Val 
500 505 ' 510 

His His Arg Gly Ala Ser lie Pro Lys Asn Lys Val Lys Tyr Asn Cys 
515 520 525 

Lys Gly Gly Trp Lys Trp Arg Asp Ser Lys Lys Pro Asn Pro Asn Thr 
530 535 540 

lie Glu Gly Ala Met Val Ala Gly Pro Asp Lys Arg Asp Gly Tyr Arg 
545 550 555 560 

Asp Val Arg Met Asn Tyr Asn Tyr Thr Glu Pro Thr Leu Ala Gly Asn 
565 570 575 

Ala Gly Leu Val Ala Ala Leu Val Ala Leu Ser Gly Glu Glu Glu Ala 
580 585 ' 590 

Thr Gly Lys He Asp Lys Asn Thr lie Phe Ser Ala Val Pro Pro Leu 



595 



600 



605 
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Phe Pro Thr Pro Pro Pro Pro Pro Ala Pro Trp Lys Pro 
610 615 620 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: oligo 1 



{ ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT : 5 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /note- "N signifie A ou T" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 6 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie T ou C" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENTS 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie inosine" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 10 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= W N signifie C ou A" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 12 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /note= "N signifie A ou C ou G ou T" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 15 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie T ou C" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 18 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /note- "N signifie inosine" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
ATGTNNGGNN GNGANCCNTG GGG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERI STI QUE: 

(A) NOM/CLE: oligo 2 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 3 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /note= "N signifie inosine" 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 6 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie inosine" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 
<B) EMPLACEMENTS 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie G ou A" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 12 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie G ou A" 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 15 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie G ou A" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: IB 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/note= "N signifie inosine" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 21 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /note- "N signifie inosine" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TCNCCNGCNT CNTANTANCC NCC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CGGAATTCAA GGTTTCCATG GTGCTGGTGG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE" MOLECULE: ADN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
TTTGGATCGT GCGGCTCTTT CA 
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REVENDICATTONS 



1/ Utilisation d'une sequence nucleotidique comprenant : 

a) une sequence nucleotidique codant pour tout ou partie d'une endo-l,4-3-D- 
5 glucanase correspondant a la sequence proteique selon SEQ ID N° 2 ou un fragment de 

SEQ ID n° 2, ou 

b) une sequence nucleotidique comprenant au moins 20 pb et derivant d'une 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide dont l'extremite N-terminale 
presente au moins 40 % et de preference au moins 70 % d'identite avec les 107 premiers 

1 0 acides amines de SEQ ID N° 2, 

pour inhiber la croissance cellulaire chez une plante. 

21 Utilisation d'une sequence nucleotidique selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que la sequence nucleotidique est dans une orientation sens. 



3/ Utilisation d'une sequence nucleotidique selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que la sequence nucleotidique est dans une orientation anti-sens. 



4/ Vecteur dans lequel est inseree une sequence nucleotidique telle que definie dans la 
20 revendication 2 ou 3. 

5/ Vecteur selon la revendication 4 apte a transformer directement les cellules de plante. 

6/ Vecteur selon la revendication 4 apte a transformer un microorganisme, lui-meme 
25 apte a transformer une cellule de plante. 

7/ Vecteur selon la revendication 6 caracterise en ce que le microorganisme est 
Agrobacterium tumefaciens. 

30 8/ Vecteur selon 1'une des revendications 4 a 7 caracterise en ce qu'il comprend un 
promoteur specifique de types cellulaires, tissus ou organes de la plante. 
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91 Utilisation d'un vecteur selon 1'une des revendications 4 a 7 pour le criblage de 
molecules herbicides ou de regulators de croissance inhibiteurs de 1'activite glucanase. 

10/ Procede de controle de la croissance cellulaire d'une plante comprenant une etape de 
5 transformation directe ou indirecte d'une cellule de plante par un vecteur selon I'une des 
revendications 4 a 8. 

11/ Procede de contr61e de la croissance cellulaire d'une plante selon la revendication 
10, caracterise en ce que le controle consiste en une inhibition partielle ou totale de ladite 
10 croissance cellulaire. 

12/ Cellule de plante transformee susceptible d'etre obtenue par la mise en oeuvre du 
procede selon la revendication 10 ou 1 1. 

15 13/ Cellule de plante transformee directement ou indirectement par un vecteur selon 
I'une des revendications 4 a 8. 

14/Plantes comprenant des cellules selon la revendication 12 ou 13. 

20 1 5/ Plantes selon la revendication 1 4 choisies dans le groupe comprenant les especes des 
genera suivants : Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Frifolium, Trigonella, Vigna, 
Citrus, Linum, Geranium, Mnihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapsis, 
Atropa, Capsicum, Hyoscyamus, Licopersicon, Nicotinia, Solatium, Petunia, Digitalis, 
Majorana, Cichortum, Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum, 

25 HterocalUs, Nemesia, Perlargonium, Panicum, Pennisctum, Rananculus, Senecia, 
Salpiglossis, Cucumis, Browalia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum, Malus, 
Apium, Eucalyptus, Popvlus et Datura 

16/ Plantes selon la revendication 15 choisies dans le groupe comprenant Brassica 
30 oleracea, Brassica napus et le colza. 

1 II Semences-issues de plantes selon Tune des revendications 14 a 16. 
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oligol : ATGT(AT)(TC)GGI(CA)G(ACGT)GA(TC)CCITGGGG 
oligo2 : TCICCIGC(GA)TC(GA)TA(GA)TAICCICC 
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